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Verfahren zur Herstellunq transqener, Inulin 
erzeucrender Pflanzen 

Beschreibuncr 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
zur Herstellung gentechnisch veranderter, hochmole- 
kulares Inulin erzeugender Pflanzen, Mittel./zur. !: 
Durchfuhrung dieses Verfahrens und die mit Hilfe 
dieser Mittel und des Verfahrens erhaltlichen 
Pflanzen sowie das darin enthaltene hochmolekuiar^ ■> 
Inulin. 

Hochmolekulare, wasserldsliche, lineare Polymere, 
beispielsweise Polyacrylate und Polymethylacrylate 
sind bekannt. Diese werden beispielsweise zur Vis- ; 
kositatserhdhung von wafcrigen Systemen, als suspen- 
dierendes Agens, zur Sedimentationsbeschleunigung 
und Komplexierung sowie in Superabsorbern zur Was:- ■ 
serbindung und in Wasser verdiinnbaren Lacken einge- 
setzt. Als nachteilig erweist sich, daft diese Pro- 
dukte biologisch nicht abbaubar sind. Ersatzweise 
kommen derivatisierte hochpolymere Polysaccharide 
in Betracht. Solche Polysaccharide lassen sich Wis- 
her biotechnologisch durch Fermentation und Trans- 
glycosylierung gewinnen. Fermentativ erzeugte Poly- 
mere sind jedoch aufgrund wirtschaf tlichef Ge-r 
sichtspunkte fur Anwendungen im groBeren " Maftsta§ < 
nicht geeignet. Seit einiger Zeit wird daher ver- 
sucht, lineare, wasserldsliche Polymere, wie zum 

Beispiel Inulin, in Pflanzen zu produzieren. ' 

( i-u- ti; f .at G- 
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Inulin, ein B-2-1 verkniipftes Polyfructan, ist als 
Speicherkohlenhydrat in einigen zweikeimblattrigen, 
hoheren Pflanzen nachweisbar, und liegt mit einem 
Molekulargewicht von 5-50 kD vor. Unter den Bakte- 
rien sind auBerdem einige gram-positive und gram- 
negative Bakterienarten bekannt, die ein verwandtes 
Fructanpolymer, das 6-2-6 verkmipfte Levan, mittels 
sogenannter Levansucrasen synthetisieren. Bakteri- 
ell gebildete Polyfructane weisen erheblich hohere 
Molekulargewichte von bis zu 2000 kD auf. Derzeit 
ist lediglich ein gram-positives Bakterium be- 
schrieben, Streptococcus mutans, das mit Hilfe ei- 
nes ftf (Fructosyltransf erase) Gens Inulin auf der 
Basis von Saccharose bildet (Shiroza und Kuramitsu, 
J. Bacteriology (1988) 170, 810 bis 816), 

Verfahren zur Veranderung der Kohlenhydratkonzen- 
tration und/ oder der Zusamroensetzung der Kohlenhy- 
drate in transgenen Pflanzen mittels biotechhoiogi- 
scher Methoden sind bekannt. Die PCT/US89/02729 be- 
schreibt eine Moglichkeit zur Erzeugung von Kohlen- 
hydratpolymeren, insbesondere Dextran oder Poly- 
fructose, in transgenen Pflanzen, insbesondere"^ 

ren Friichten. Zur Erzeugung dieser Pflanzen ' ward 

- ^ * • ^ '^ktsr v-* 

die Verwendung von Levansucrase oder Dextransucrase 

♦ r. . i j; j^*r£ 

aus verschiedenen Mikroorganismen vorgeschlagen. 
Weder die Bildung der aktiven Enzyme, noch die von 
Levan oder Dextran sowie die Herstellung transgener 
Pflanzen wird nachgewiesen. 

Die PCT/EP93/02110 offenbart ein Verfahren zur Her- 
stellung Polyfructose erzeugender transgener Pflan^ 
zen, die das lsc Gen fur eine Levansucrase aus ei- 
nem gram-negativen Bakterium enthalten. 
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Die PCT/NL93/00279 of fenbart die Transformation von 
Pflanzen mit chimaren Genen, die das sacB Gen aus 
Bacillus subtil is Oder das ftf Gen aus Streptococ- 
cus mutans enthalten. Im Falle des sacB Gens wird 
zur Erhohung des Expressionsniveaus in transfor- 
mierten Pflanzen auBerdem eine Modifikation des 5'- 
untranslatierten Bereichs des bakteriellen Gens 
empfohlen. Fur das Fructosyltransferasegen aus 
Streptococcus mutans werden keine Sequenzmodif ika- 
tionen zur Verbesserung der Expression beschrieben. 
Das Expressionsniveau der Fructosyltransferase ist 
daher vergleichsweise gering. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit das techrii-^ 
sche Problem zugrunde, ein Verfahren und Mittel zur 
Herstellung von hochroolekularem Inulin in Pflanzen 
bereitzustellen, die die einfache und kostengun- 
stige Erzeugung des Inulins in groBeir Men^e in 
Planzen ermoglichen. ' ?v * ?t< 

Die Losung dieses technischen Problems liegt n in'der 
Bereitstellung eines modif izierten Fructosyltrans- 
ferasegens, insbesondere eines Gens, in den ein, 
vorzugsweise der aminoterminale, Bereich ei-ries^kiS^ 
kannten Fructosyltransf erasegens durch - eineh Be- 
reich eines Patatin-Gens und/oder eiriles "Shdereh 
Gens ersetzt ist. Die bevorzugte erf iridungsgem^B 
vorgesehene Modifikation der Sequenz des bekannten 
Fructosyltransf erasegens besteht also in einem Aus- 
tausch der codierenden Region des aminoterminalen 
Bereiches eines Fructosyltransf erasegens gegen den 
aminoterminalen Bereich eines Patatin-Gens und/oder , 
anderen Gens. Das andere Gen kann beis'pielswexse 

das Carboxypeptidase-Y-Gen (cpy-Gen) oder das lacZ- 

. i*c?icic in 

Gen sein. Bevorzugt ist eine Ausfuhrungsform, in' 

der der aminoterminale Bereich des Fructosyltrans- 
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ferasegens nur durch einen Bereich des Patatin-Gens 
ersetzt ist. Uberraschenderweise kann ein derart 
modif iziertes Fructosyltransferasegen effi2ient in 
hoheren Pflanzen exprimiert werden, wobei hochmole- 
kulares Inulin in grofier Menge erhalten wird. In 
besonders vorteilhafter Weise ist keine umfassende 
Sequenzmodif ikation oder Neusynthese des ursprung- 
lichen Fructosyltransferasegens notwendig. 

Im Zusammenhang der vorliegenden Erfindung wird un- 
ter einem Fructosyltransferasegen die codierende 
DNA-Sequenz eines Gens verstanden, dessen Genpro- 
dukt eine Saccharose: 6-D-Fructosyltransf eraseakti- 
vitat aufweist. Ein derartiges Gen kann pflarizli-* 
cher, tierischer, mikrobieller oder synthetischer 
Herkunft sein. Erf indungsgemaB werden unter modifi- 
zierten Fructosyltransf erasegenen die codierenden 
DNA-Sequenzen von modif izierten Genen verstanden, 
deren Genprodukte eine Saccharose: S-D-Fructosyl- 
transf eraseaktivitat aufweisen und in der Lage 
sind, B-2-1 verkniipfte Polyf ructane, also insbeson- 
dere Inuline, zu bilden. Die Genprodukte der modi ^ 
fizierten Gene weisen also die vorstehencT defi- 
nierte biologische Aktivitat einer Inulihsucrase 
auf. Unter dem Begriff Modif ikation werden samtli- 
che Manipulationen an einer DNA-Sequenz verstanden, 
beispielsweise Nucleotidsubstitutionen , -deletio- 
nen, -inversionen oder -additionen. Unter dem ami- 
noterminalen Bereich eines Gens wird der Bereich 
der codierenden DNA-Sequenz verstanden, der den 
aminoterminalen Bereich des Genproduktes . codiert > 

wobei der aminoterminale Bereich eines Gens yiele 

. ... :r. ir*"^ r 

oder wenige Codons, aber auch nur. das Startcodon 
allein umfassen kann. Unter einem Patatin-Gen ^wird 
ein zu der Familie der Patatin-Gene zahlendes Gen 
verstanden, welches zum Beispiel ein Patatin-Gen 
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der Klasse I Oder II sein kann (Rocha-Sosa et al.I,V ^ : ! 
EMBO J (1989) 8, 23-29). Unter einem Patatin-Gen 
werden auch Patatin-analoge Gene verstanden, die 
Sequenzhomologie und/oder Funktionsahnlichkeit zu 
den Patatin-Genen aufweisen. Das erf indungsgemafi 
verwendete Patatin-Gen stammt vorzugsweise aus der 
Kartoffel, kann aber auch synthetischen oder ande- 
ren Ursprungs sein. 

Schlieftlich wird erf indungsgemaB unter hochmoleku- 
larem Inulin ein Inulin mit einem Molekulargewicht 
von mehr als 1,5 Mio. Dalton verstanden. 

Die Losung des vorgenannten technischen Probleines^: 
wird insbesondere durch das im Hauptanspruch cha-- .-i; J 
rakterisierte Gen, dieses Gen aufweisende Vektoren,; ■ : Jf: \ 
diese Vektoren verwendende Transf ormationsverfah-^ 
ren, die mit diesem Verfahren erhalteneri Pflanzen' • * 
und Inuline sowie Verfahren zur Gewinnung des er^ i 
findungsgemaB gebildeten Inulins aus deri T erf xri- 
dungsgemaBen Pflanzen bereitgestellt. Die Unteran- 
spriiche betref fen vorteilhafte Ausgestaltungen der \ 
Erfindung. ■* ' < ^ ' -. k ,A 

Die Erfindung betrifft in einer ersten Ausfuhrungs- , _% 
form ein modif iertes Fructosyltransferasegen/ 'iri '^^' 
dem der aminoterminale Bereich eines FrCxctpsyl- . 
transferasegens zumindest teilweise dUrch '-Heft'- Be L : a- 
reich eines weiteren Gens, namlich eines Patatin- 
Gens, ersetzt ist. Aufler dem Austausch des ur- 
sprvinglichen aminotermmalen Bereichs des Fructpr/ 
syltransferasegens gegen einen Bereich ' 'des 1 '^ata^ltn^ / • j 
Gens, vorzugsweise des aminoterminaren Bereicfis/ v* 
kann das Fructosyltransferasegen selbstverstandlxch , v;' 
auch weitere Modif ikationen aufweisen iihd/oder 
vollsynthetisch hergestellt sein. ' "T. -. ^ 
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Die Erfindung betrifft aber auch alle anderen Modi- 
fikationen eines Fructosyltransferasegens, sofern 
das gebildete Genprodukt in Pflanzen hochmolekula- 
res Inulin erzeugen kann. 

In einer besonders bevorzugten Aus fuhrungs form der 
Erfindung ist vorgesehen, daft der aminoterminale 
Bereich des Fructosyltransferasegens durch Sequen- 
zen aus pflanzlichen oder bakteriellen Genen oder 
Genen aus Hefe, insbesondere dem Patatin-Gen aus 
vorzugsweise der Kartoffel und optional einem ande- 
ren Gen, beispielsweise dem cpy-Gen aus Hefe oder 
dem lacZ-Gen aus Escherichia coli, ersetzt ist. • 

Besonders bevorzugt ist vorgesehen, daB das pflanz- 
liche Gen das Patatin-B33-Gen aus der Kartoffel':- 
ist. Insbesondere sieht die Erfindung vor, den ami- 
noterminalen Bereich des Fructosyltransferasegens 
durch Signalpeptid codierende Signalsequenzen des 
Patatin-Gens zu ersetzen. Signalsequenzen des Pata- 
tin-Gens, insbesondere des Patatin-B33-Gens aus 
Kartoffel , die erf indungsgemaB eingesetzt :Werdeni : Tv 
konnen, codieren Signalpeptide zur Aufriaftirie' "ifts en-' J 
doplasmatische Retikulum oder Signalpeptide ^^Ijs^,* 
eine Lokalisation des Genproduktes in der Vacuole 
erlauben. Die Erfindung betrifft also modifiziertfc 
Fructosyltransferasegene, bei denen die ' Modifica- 
tion des Fructosyltransferasegens darin bestehen 
kann, daB der aminoterminale Bereich des Fructor? 
syltransferasegens durch Signalsequenzen pf lanzli>v 

cher Gene, wie beispielsweise des Patatin-Gens aus ; 

• . . a. . c<*. :;t :i *r<sr 

Kartoffel ersetzt wird. Die Erfindung umfaBt auch 
modifizierte Fructosyltransferasegene, bei _denen 1 
der aminoterminale Bereich des Fructosyltrarisrr 
ferasegens durch Bereiche, insbesondere aminotermi- 
nale Bereiche, verschiedener Gene ersetzt wird, 
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beispielsweise den aminoterminalen Bereich des Pa.Hi-: ■•g&l. 
tatin-Gens und des lacZ-Gens. Insbesondere ist be- 
vorzugt, daB der genannte aminoterminale Bereich 
des lacZ-Gens die aminoterminalen Aminosauren 21 
bis 30 der fi-Galactosidase codiert. Selbstverstand- 
lich umfaBt die Erfindung auch modifizierte Fructo- 
syltransf erasegene, bei denen der aminoterminale 
Bereich des modif izierten Fructosyltransferasegens 
durch Bereiche verschiedener pflanzlicher Gene und 
Gene aus Hefe, beispielsweise des cpy-Gens 
(Carboxypeptidase Y) und des Patatin-Gens aus 
Kartoffel, bereitgestellt wird. In den beiden : 
letzten Fallen ist vorzugsweise die das 
Signalpeptid aus dem Patatin-Gen codiereride r 
Signalsequenz stromaufwarts (5') von der Sequenz 
des cpy-Gens Oder des lacZ-Gens angeordnet. 1 ^-;rV!^$ ;t 



In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfiridiinij 1st?' 
vorgesehen, daB die Fructosyltransf erase aus' Strip— 
tococcus mutans stammt. Selbstverstandlich betrifft 
die Erfindung jedoch auch die Verwendung von and^: 
ren Fructosyltransf erasen , solange sie { ' in * v eM0% '< 



dungsgemaB vorgegebener modif izierter Fo^ 



erzeugen konnen. r " " •* "° .-v_^;; 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der* -f\} 
Erfindung stellt der 2u ersetzende aminotermin : ^e\ : ^ 
Bereich des Fructosyltransferasegens einen dessen 
Signalpeptid codierenden Bereich dar. Im Zusammen^. 
hang der vorliegenden Erfindung wird un€er, ^ei^Ttfi • 
Signalpeptid codierenden Bereich der i: * Ber^$c)f ;^#i 3 '#*' ^ 
schen Translationsstart und Beginn' der ~ das '< t&i!i£^ \ 
prozessierte Protein codierenden DNA-Sequenz ver- ; v' ; 
standen. 
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In einer Ausfiihrungsf orm betrifft die Erfindung ein ' ' f 
modif iziertes Fructosyltransf erasegen, das eine Si- 
gnalsequenz aufweist, welche eine Signalpeptid zur 
Aufnahme des modif izierten Gens in das endoplasma- 
tische Retikuluro einer eukaryontischen Zelle co- 
diert. Die Erfindung sieht also vor, daB ein modi- 
fiziertes Gen der Erfindung mit Signalsequenzen 
versehen werden kann, die eine Lokalisation des 
Genproduktes in bestimmten Kompartimenten der Zelle 
erlauben. Erf indungsgemafc besonders bevorzugt ist 
die Signalsequenz eines Patatin-Gens, insbesondere 
des Patatin-Gens B33, vorzugsweise aus Kartoffe.lv- : i 
Wie ausgefuhrt, kann die Signalsequenz zusatzlichi^i 
zu einer bereits erfolgten Modif ikation des Fructq^ >r : y.v y£i 
syltransferasegens an das modif izierte Fructosya^ -tM.n : 
transferasegen fusioniert werden Oder die Signalse- *; f " ; y '[ 
quenz wird direkt an das in seinem aminoterminalen: : ; :^XKv 
Bereich verkurzte Fructosyltransf erasegen fusio- 
niert. Erf indungsgemafc ist in beiden bevorzugten 
Ausfiihrungsf ormen also vorgesehen, dafi deir^ ami- . 
noterminale Bereich des Fructosyltransf erasegens - • * 
durch zummdest einen Tell des Patatin-Gens ersetz*?; X t.,& • 
ist und gegebenen falls auch zusatzlich Sequenzen^ ^ : ^ 
aus anderen Genen, beispielweise dem lacZ-Gen oder 
dem cpy-Gen, im aminoterminalen Bereich des modif i 
zierten Fructosyltransferasegens vorhanden sind. • 
Bei der Verwendung der das Signalpeptid zur Auf- 
nahme ins endoplasmatische Retikulum codierenden M .] 
Signalsequenz aus dem aminoterminalen Bereich - des:.;v>- 
Patatin-B3 3-Gens wird eine Translokation des^lGen^ ^ • ; 
produktes in den apoplastischen Raum erre'ichtv: 
Folglich wird dort die Synthese des hochmolekularen 
Inulins durchgefuhrt , so daB spezifische Verande-r, 
rungen in der Kohlenhydrat-Zusammensetzung der 
transgenen Pflanze erreicht werden konnen. Selbst- 
verstandlich konnen erf indungsgemafi. auch andere Si- 
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gnalsequenzen verwendet werden. So kommen insbesdn- 1 - 
dere Signalseguenzen in Betracht, die Signalpeptide 
codieren, welche zur Aufnahme eines Proteins in das 
endoplasmatische Retikulum fiihren und die dadurch 
nachgewiesen werden konnen, daS sie zwar in den 
Vorlauferproteinen, nicht aber in prozessierten, 
reifen Proteinen detektiert werden konnen. Bekann- 
termafcen werden namlich die Signalpeptide wahrend 
der Aufnahme ins endoplasmatische Retikulum proteo- 
lytisch entfernt. 

In einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form sieht 
die Erfindung vor, daB das modifizierte Fructos^-i 
trans ferasegen an eine Signalsequenz fusionf^i^^tf^ 
oder diese aufweist, welche ein Signalpeptid z\ir> 
Aufnahme ins endoplasmatische Retikulum einer euka-* 
ryontischen Zelle und zur Weiterleitung in die Va-7 
cuole codiert. Die Verwendung eines Signal peptics 
zur vacuolaren Lokalisation des Genproduktes ist 
vorteilhaft insofern, als das dadurch ebehfails 
spezifische Veranderungen der Kbhiehhyd^t^zM^ 
mensetzung der erhaltenen transgerieh P^lSrii^B-?{i^e^ l l 
wirkt werden konnen . Erf indungsgema/T '''^i5iif^}i' r b^^' % 
spielsweise Signalpeptide zur vacuol^reii" Lokalisa- 5 
tion von Lektin aus Gerste verwendet werden (Raik- 
hel und Lerner, Dev. Genet (1991) 12,255-2667^X3 
Arainosauren im aminoterminalen Bereich des reifen 
Phytohamaglutinins der Bohne codierende Signalse- 
quenzen (Tague et al., Plant cell (1990) 2-533-546); 
und Signalsequenzen aus einem Patatin-Gen aus^K&r^- ^ 
toff el. 

• ' . ■ • * * 

Erf indungsgemaB ist eine Modifikation des 'Fructo--. 
syltransferasegens bevorzugt, bei der eine v Si- 
gnalsequenz des Patatin-B3 3-Gens, insbesondere 
eine, die die 60 aminoterminalen Aminosauren des 
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Propeptids codiert (Rosahl et al., Mol Gen Genet 7 ' 
(1986) 203, 214-220), also die nt 736 bis 855, ver- 
wendet wird. Diese Signalsequenz ersetzt zumindest 
teilweise den aminoterminalen Bereich des Fructo- 
syltransferasegens, gegebenenfalls zusammen mit Be- 
reichen anderer Gene. Im Zusammenhang der vorlie- 
genden Erfindung wird diese Sequenz als erweiterte 
B33-Signalsequenz bezeichnet. Diese Sequenz kann 
sowohl als Fragment genomischer DNA der Kartoffel 
als auch aus cDNA zum Transcript des B33-Gens ge- 
wonnen werden. Die Fusion der erweiterten B33-Si- 
gnalsequenz zum modif izierten Gen der Erfindung, M 
oder zum zu modif izierenden Fructosyltransferasegeri) : J 
fvihrt zur Auf nahme von dessen Genprodukt in die Va- , 
cuole und damit zu einer spezifischen Anderung in; 
der Kohlenhydrat-Zusammensetzung der erhaltenen 
transgenen Pflanze. 

. i f 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung dieser 
erweiterten B33-Signalsequenz beziehungsweise : ^Se^ 
davon codierten Peptids zum Transport '*" 1, 'b(Bli , feBi"^iSr'\^ 
anderer Genprodukte in pflanzliche Veicudlen. - : $&7 

Die Erfindung betrifft auch einen Vektor, ' insbeson- 
dere ein Plasmid, enthaltend ein modif iziertes : 
Fructosyltransferasegen. Insbesondere betrifft- 'file 
Erfindung einen Vektor oder ein Plasmid, enthaltend 
ein modif iziertes Fructosyltransferasegen/ das uh^ 
ter der Kontrolle eines in Pflanzen aktivenVPromb^ *; 
tors, insbesondere eines organspiezif ischen i'V^Pr^rti^.'V; 
tors, steht. BekanntermaBen ist Saccharose das Sub- 
strat fur die Fructosyltransf erase, so daft die Pro- 
duktion von hochmolekularem Inulin insbesondere vn ; 
solchen Pf lanzengeweben oder Pf lanzenorganen von 
Vorteil ist, die groBe Mengen an Saccharose spei- 
chern. Dazu zahlen beispielsweise die Rube der , Zuk- 
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kerrube Oder der Stamm vom Zuckerrohr. Erfindungs- 
gemafi kann die Expression des modif izierten Fructo- 
syltransferasegens in solchen Organen erreicht wer- 
den, indem gewebespezif ische Promotoren verwendet 
werden. Eine organspez if ische Expression in Kartof- 
felknollen oder Ruben von Zuckerruben ist bei- 
spielsweise init dem B33-Promotor des B33-Gens aus 
Kartoffel moglich. 

Die Erfindung betrifft auch einen Vektor oder ein 
Plasmid, in dem der 3'-Terminus des modif izierten 
Fructosyltransferasegens an eine Transcriptionste^ ) 
minationssequenz, beispielsweise die Po 1 y£de ny 1 ? i e • I 
rungsstelle des nos-Gens aus Agrobactenum tumefa4; 
ciens, fusioniert ist. 

In einer besonders bevorzugten Aus fuhrungs form be-^ * 
trifft die Erfindung die Plasmide pB33cftf, also 
ein den B33-Promotor des Patatin-Gens, eine lacZ- 
ftf-Gen Fusion und ein Polyadenylierungssi^n^i Mtt? 
haltendes Plasmid, pB33aftf, also : eih ■tien^jJ^iSr-, 
motor des Patatin-Gens, eine * B33^6ign^^eqt^2l^ 
lacZ-ftf-Gen Fusion und ein Polyaderiylierungss^ 
enthaltendes Plasmid, pB33vlftf, also eiri deri B33- 
Promotor des Patatin-Gens, eine erweiterte B33-Sig- 
nalsequenz-lacZ-ftf-Gen Fusion und ein Polyadeny- 
lierungssignal enthaltendes Plasmid und pB33v2ftf, 
also ein den B33-Promotor des Patatih-QeWs'iT^e^nS-.- 
erweiterte B33-Signalsequenz-lacZ-f tf 
(ohne Intron in Signalsequenz) und ein Poly adeny- 1 
lierungssignal enthaltendes Plasmid' ^igV^t^bis^iH*'-" 
Selbstverstandlich betrifft die Erfindung auch die 
in den vorgenannten Plasmiden enthaltenden 
Genfusionen ohne Verwendung der zwischen den 
Patatin-Sequenzen und den f tf-Sequenzen gelegenen 
lacZ-Gensequenzen. ; . 
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Die Erfindung betrifft auch prokaryontische und eu- 
karyontische Zellen, die einen Vektor, ein Plasmid 
Oder eine DNA-Sequenz der Erfindung enthalten. Ins- 
besondere betrifft die Erfindung die erf indungsge- 
maBen Vektoren, Plasmide oder DNA-Sequenzen aufwei- 
senden Zellen, beispielsweise Bakterien2ellen oder, 
bevorzugt, Pflanzenzellen. Diese konnen das modifi- 
zierte Fructosy 1 trans ferasegen der Erfindung entwe- 
der transient oder, besonders bevorzugt, stabil in- 
tegriert in ihr Genom enthalten. Im Zusammenhang 
der vorliegenden Erfindung werden unter den erf in- 
dungsgemaBen Pflanzenzellen solche verstanden, : die 
entweder direkt unmittelbar aus dem Trans fprraatl^?^ : 
onsereignis hervorgegangen sind und demgeroaB, : jfe ^ 
nach gewahlter Transf ormationsmethode, undifferen- 
ziert oder dif ferenziert vorliegen konnen oder sich * 
dif ferenzierende beziehungsweise ausdif f erenzierte 
Pflanzenzellen. 

Die Erfindung betrifft auch Pflanzen, ;w <il^^ind^p; n 7 
stens eine, bevorzugt jedoch eine Vi£l2i&l n vo|n^ 
len enthalten, die das erf indungsgemaBe ^uc€osyi? ; ' : 
transf erasegen oder dieses enthalteride ' V^ktoreri 
oder Plasmide aufweisen und infolge dessen hobhmo- . 
lekulares Inulin erzeugen. Die Erfindung ermogHcht 
also die Bereitstellung von Pflanzen der verschie- 
densten Arten, Gattungen, Familien, Ordnungeh und 
Klassen, die aufgrund des eingefiihrten mod'if ii2ier^: : ;j 
ten Fructosy ltransferasegens in der" 5 I^e'^feir^^ 
hochmolekulares Inulin zu erzeugen. Da die bekariri-.- <\ 
ten Pflanzen nicht in der Lage sind, hochinofekula- ' * 
res Inulin zu produzieren, ist die erfolgreiche 
Durchfuhrung des erf indungsgemaBen Verfahrens 
leicht, beispielsweise durch Antikorpertests, mdg- 
lich. Gegenuber den wenigen bekannten Inulin erzeu- 
genden Pflanzen ergibt sich der Vorteil , . daB eine 
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gezielte Lokalisierung des gebildeten Inulins mog- 
lich ist und das zudem eine Erhohung der Expressi- 
onsrate und damit der Menge an gebildeten Inulih 
erreicht wird. Zudem weist das durch das erf in- 
dungsgemaBe Gen bakteriellen Ursprungs erzeugte er- 
f indungsgemaBe Inulin ein hoheres Molekulargewicht 
als pflanzliches Inulin auf. Auch hier laBt sich 
der Nachweis erfolgreicher Transformation mit den 
erf indungsgemaBen Sequenzen beispielsweise durch 
Kompartiment-spezifische Antikorpertests, gegebe- 
nenfalls unter Quantif izierung, nachweisen. 

Die Erf indung sieht insbesondere vor # daB die zu 
transformierende Pflanze eine Nutzpflanz4F r 'in^e-^ 
sondere eine Mais-, Reis-, weizen-, Gersten-, Zuk- 
kerruben-, Zuckerrohr- Oder Kartof f elpf lanze ist. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Her- 
stellung der vorgenannten Pflanzen, umf ass^fitf 
Transformation einer oder mehrerer ' 0 ¥f±%fc&£^ 
mit einem Vektor Oder einem Plasmid r der Er^iMung^ ' f 
die Integration des in diesem Vektor oUer-^ 
enthaltenden modif izierten Fructosyltransfera'segenS 
in das Genom der Pf lanzenzelle(n) und ? d±e Re- 
generation der Pflanzenzelle(n) zu intakten, trans- 
formierten, hochmolekulares Inulin erzeugenden 

Pflanzen. . L^f-s;^ y 

• /- . 

SchlieBlich betrifft die Erfindung das voni^n^r^^^ 
f indungsgemaBen Pflanzen hergestellte h6chmol r ek^ . 
lare Inulin. Dieses zeichnet sich gegeniiber natur- 
licherweise in einigen Pflanzen vorkommendem Inulin 
insbesondere auch durch sein hohes MolekulargeWicht . 
von mehr als 1,5 Mio. Dalton aus. 
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Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Ge- * 
winnung von Inulin aus den transformierten Pflan- 
zen, insbesondere aus deren Vacuolen. 

Die Figuren zeigen: 

Figur 1 stellt die Konstruktion des Plasmids 
pB33cftf dar. 

Figur 2 stellt die Konstruktion des Plasmids 
pB33aftf dar. 

Figur 3 stellt die Konstruktion des Plasni'icis ". f 
pB33vlftf dar. rr$r*\^M&$£' 



Figur 4 stellt die Konstruktion des Plasmids 
pB33v2ftf dar. 



Figur 5 stellt eine Northern-Blot Analyse der . , \ 
Genexpression, das heist der ftf-mRNA J Ge^- . 4 
halte, in Knollen ausgewahlter Transfpr^ :^ ; ; 
manten mit den erf indungsgemaBen Kori- ' 
strukten dar. 5 f V . 



Figur 6 



stellt eine Diinnschichtchromatographie- .•>'■•; 
Analyse der Inulingehalte von Knollen ei- 
ner Reihe von mit dem Plasmid pB33ylffcf , 
transformierter Pflanzen dar. ^ ^ i; 



Die Ausf iihrungsbeispiele beschreiben d,ie Erf .induh<g r: 
in Einzelheiten. ^ 



Ausfuhrunosbeispiel 1 



• . . : ^ -it; t ^ 



^ Hon" 
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Herstellung des Plasmids pB3 3cftf und Einbringen 
des entsprechenden Konstrukts in das Genom von Kar- 
toff el. 

Das Plasmid pB33cftf enthalt die drei Fragmente A, 
B und C im binaren Vektor pBinl9-Hyg (Bevan, Nucl 
Acids Res (1984) 12, 8711, modifiziert nach Becker, 
Nucl Acids Res (1990) 18, 203) (vgl. Fig. 1). 

Das Fragment A beinhaltet den B33 Promoter des Pa- 
tatin Gens B3 3 der Kartoffel. Es enthalt ein Dral 
Fragment (Position: -1512 bis Position +14) . des ;.'PWk : ' Urj^ 
tatin Gens B3 3 (Rocha-Sosa et al . , EMBO J (1989) 
23-29), das zwischen der EcoRI- und d^r'" /£ S^c$^ 
Schnittstelle des Polylinkers von pBinl9-Hyg inse- 
riert ist. 

♦ 

Das Fragment B ist eine Fusion der nt 780-3191 des 
ftf Gens aus Streptococcus mutans (Genbank EMBL Ac- 
cession M18954) an eine Kombination der nt 724^716,; 
und nt 759-727 des Plasmids pBluescript KS, ; ;di^::di^J^ 
aminoterminalen Aminosauren 21-30 r rier B-ea$i£%6s'i'r; : - : V* 
dase represent ieren. Clonierungsbedirigt 1 ehs^eht^vor . -■'■} 
dieser Sequenz ein ATG-Startcodon, das fur 'die 
Translation des Fusionsproduktes in Pflan'zen ge- \) 
nutzt wird. Die Sequenz bis zur Fusion an nt 780 
des ftf Gens ist im folgenden dargestellt: 

AAGCTTGATGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATGG^ ' j $f % 

111 ; ;-V ,;| 

724 716 759 * 727 r r 

Die nt 780-3191 des ftf Gens wurden als Earl- (auf- 
gefiillt mit DNA Polymerase) /Bglll-Fragment aus dem ! 
Plasmid pTS102 (Shiroza and Kuramitsu, J Bacteribl 
(1988) 170, 810-816) isoliert. Durch die: Fusion 
dieses Fragments des ftf Gens an die genahrite^D^A^ S,,^ 
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Sequen2 erfolgt der Austausch des urspriinglichen N- 
Terminus gegen den aroinoterminalen Bereich der B- 
Galactosidase. 

Das Fragment C enthalt das Polyadenylierungssignal 
des Gens 3 (Octopin-Synthase-Gen aus Agrobacterium 
turoefaciens) der T-DNA des Ti-Plasmids pTiAch 5 
(Gielen et al., EM BO J. (1984) 3, 835-846), also 
die Nucleotide 11749-11939, welches als Pvu II-Hind 
III Fragment aus dem Plasmid pAGV 40 (Herrera- 
Estrella et al., Nature (1983) 303, 209-213) isor 
liert worden ist und nach Addition von Sph' fcv; tiH^-it^^ 
kern an die Pvu II-Schnittstelle zwischen die SphI- ! 
und die Hind III-Schnittstelle des Polylinlcers "von^* 
pBinl9-Hyg cloniert worden ist. 

Das Plasmid pB33cftf hat eine GroBe von ca. 14 kb. 

Das Konstrukt pB33cftf wurde in Kartof felpfdanzen 
eingebracht. Aus transf ormierten Zel len wurden ln^ 



r 



X'. ! t 



takte Pflanzen regeneriert. Die Analyse der krioi.ierif '^i?^^' 
einer Reihe von mit diesem Gen transf ormierten, ( 
Pflanzen zeigte eindeutig das Vorkommeh vdfi iiniuliri'; 
was auf die Expression des erf indungsgemaBen 1 Gens 
zuruckzufiihren ist. 1-:: 



Ausfuhrunasbeisoiel 2 

Herstellung des Plasmids pB33aftf, und ^ink^i,nggo5 /^$f|M? ( 
des entsprechenden Konstrukts in das- <Genom : yon^Kar- ; ■]'.[ ■ 

toff el. • ■ \ \ i-- •:'%'•* ; *' 



Das Plasmid pB33aftf enthalt die drei Fragmente A, 
B und C im binaren Vektor pBinl9-Hyg (Bevan, Nucl 
Acids Res (1984) 12, 8711, modifiziert nach Becker, 
Nucl Acids Res (1990) 18, 203) (vgl. Fig . 1 2) 5 . 
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Das Fragment A beinhaltet den B3 3 Promotor des Pa- 
tatin Gens B3 3 der Kartoffel. Es enthalt ein Dral 
Fragment (Position: -1512 bis Position +14) des Pa- 
tatin Gens B33 (Rocha-Sosa et al., EMBO J (1989) 8, 
23-29) , das zwischen der EcoRI- und der Sacl- 
Schnittstelle des Polylinkers von pBinl9-Hyg inse- 
riert ist. 

Das Fragment B ist eine Fusion des modif izierten 
ftf Gens von Streptococcus mutans (nt 780-3191, 
vgl. Beispiel l) an die nt 724 bis 833 des Patatin- 
Gens B33 iiber eine Sequenz der Nuklfeo€iae : f J^iM !■ 
GTCGACGGTATCG. Diese Sequenz (in Figur 2 als ?a"v 
bezeichnet) beinhaltet die Codierregion f ur^da^^S'ftH^ -\ ' 
gnalpeptid zur Aufnahme in das endoplasmatische Re- 
tikulum (ER) (Rosahl et al., Mol Gen Genet (1986) J,< 
203, 214-220; Sequenz stammt aus pcT58) . Proteine, 
die eine derartige Signalsequenz besitzen, Werden 
zunachst in das ER aufgenommen und datiri in d6n ap!o-, 
plastischen Raum exportiert. ~ "* M * * K$^7£^ ; p^i '* 

Das Fragment C enthalt das PolyadenyliWungssi^ar]: }s:f? 
des Gens 3 (Octopin-Synthase Gen aus Agrobact^f ium 
tumefaciens) der T-DNA des Ti-Plasroids pTiAch 5. • 
(Gielen et al., EMBO J (1984) 3, 835-846), also die 
Nucleotide 11749-11939, welches als Pvu II-HindIII 
Fragment aus dem Plasmid pAGV 40 (Herrera-EStreiJia : j. i 
et al., Nature (1983) 303, 209-213) ' iso^iBr^prW0Q]$i , 
ist und nach Addition von Sph I Linkern an *die Pvu : : * 

II- Schnittstelle zwischen die SphI- uhd die Hind v ;i ; 

III- Schnittstelle des Polylinkers von pBihi9-Hyg 
cloniert worden ist. 

Das Plasmid pB33aftf hat eine GroBe von ca. 14 kb\ * 



t 
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Das Konstrukt B3 3aftf wurde in Kartof f elpf lan2en 
eingebracht. Aus transf ormierten Zellen wurden in- 
takte Pflanzen regeneriert. Die Analyse der Knolien 
einer Reihe von mit diesem Gen transformierten 
Pflanzen zeigte eindeutig das Vorkommen von Inulin, 
was auf die Expression des erf indungsgemaflen Gens 
zuriickzufuhren ist. 



Ausfuhrunasbeispiel 3 

Herstellung des Plasmids pB33viftf und Einbringen/ : y ^7 [ 
des entsprechenden Konstrukts in das Genom von Kar- "t 
toff el. , > 

Das Plasmid pB33vlftf enthalt die drei Fragmente A, 

B und C im binaren Vektor pBinl9-Hyg (Bevan, Nucl 

Acids Res (1984) 12, 8711, modif iziert riach : vBbc*^^^.^ 1 -'-" 'i " 

Nucl Acids Res (1990) 18, 203) (vgl . Fig. 3);r|n;4^' , 

' { v? rl^r - ' ell" /_'=•' . '' ; ? X : t i 
Das Fragment A beinhaltet den B33 Promoter .des Pa^ / 

tatin Gens B3 3 der Kartof f el . Es enthalt. e in. Dra I 

Fragment (Position: -1512 bis Position +14) des ga- 

tatin Gens B3 3 (Rocha-Sosa et al., EMBO J (1989) 8, 

23-29) , das zwischen der EcoRI- und der SacI- 

Schnittstelle des Polylinkers von pBinl9-Hyg inse- ; \ v * 

riert ist. *. \. • '\^V^ 

Das Fragment B ist eine Fusion des modif iziecten, ,. "{"■;> \\ 
ftf Gens von Streptococcus mutans (nt • 780^319i> • ' 
vgl. Beispiel 1) an die nt 724 bis 1399 des Pata- 
tin-Gens B3 3 iiber eine Sequenz der Nukleotide ; < • 
GTCGACGGTATCG . Diese Sequenz (in Figur 3 a Is "VI" 
bezeichnet) beinhaltet die Codierregion fur das sir. . ! ; 
gnalpeptid zur Aufnahme in das ER, sowie* die^Saraij^ ;^ , / 
anschlieftende Information fur ein Signal'- zur w Wei- i v v ~ 
terleitung in die Vacuole (Rosahl et al., Mol Gen , /, 
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Genet (1986) 203, 214-220, Sequenz stammts^aus -U^il 
pgT5) . In die Codierregion dieser erweiterten Si- 
gnalsequenz ist ein Intron inseriert. Aus dem Tran- 
script des chimaren Gens wird die Nucleotidsequenz 
des Introns durch •splicing* entfernt. Proteine, 
die ein derartiges Signalpeptid besitzen, werden 
zunachst in das ER aufgenommen und dann in die Va- 
cuole transportiert . 

Das Fragment C enthalt das Polyadenylierungssignal 
des Gens 3 (Octopin-Synthase Gen aus Agrobacterium 
turaef aciens) der T-DNA des Tl-Plasinids pTiAch iU x 5i \.yy7 % \ 
(Gielen et al., EMBO J (1984) 3, 835-846)/ also die" Vf.";"' 
Nucleotide 11749-11939, welches als Pvu II-Hind III ' 
Fragment aus dem Plasmid pAGV 40 (Herrera-Estrella -\ 
et al., Nature (1983) 303, 209-213) isoliert worden 
ist und nach Addition von Sph I Linkern an die Pvu, y. "} 

II- Schnittstelle zwischen die S^hl^ undf t ^ie" \ '^/ 

III- Schnittstelle des Polylinkers vdvT r ^Mnt^ff^ y£^v j 
cloniert worden ist. * v ~* ' u Tl ^'^^M^ - ' j 

Das Plasmid pB33vlftf hat eine Grofce von ca l . 14 kb. 

Das Konstrukt B33vlftf wurde in Kartof felplanzen 
eingebracht. Aus transformierten Zellen wurden in- 
takte Pflanzen regeneriert. Die Analyse der .Knoll^nj : .y 
einer Reihe von mit diesem Gen -trans ^ 
Pflanzen zeigte eindeutig das Vbrkoiiimeri ^ySri^fn^irt^. ' : ; ' \ 
was auf die Expression des erf indungs^elma'fiehVGen^ ) V 

zuriickzufiihren ist (vgl. Abb. 6). c 

. * • - — . 

Ausfiihrunqsbeispiel 4 - < • 

Herstellung des Plasmids pB3 3v2f tf und :i 2Ei^ 

des entsprechenden Konstrukts in- das Genom^^n^K^-^ 

toff el. '* ■ 
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Das Plasmid pB33v2ftf enthalt die drei Fragmente A* *-? 
B und C iin binaren Vektor pBinl9-Hyg (Bevan, Nucl 
Acids Res (1984) 12, 8711, raodifiziert nach Becker, 
Nucl Acids Res (1990) 18, 203) (vgl. Fig. 4). 

Das Fragment A beinhaltet den B3 3 Promotor des Pa- 
tatin Gens B3 3 der Kartoffel. Es enthalt ein Dral 
Fragment (Position: -1512 bis Position +14) des Pa- 
tatin Gens B33 (Rocha-Sosa et al., EMBO J (1989) 8, 
23-29), das zwischen der EcoRI- und der SacI^ 
Schnittstelle des Poly linkers von pBinl9-Hyg inse- 
riert ist. • /< ; "Si^ " 

Das Fragment B ist eine Fusion des modif izierfceii- v= ^ 
ftf Gens von Streptococcus mutans (nt 780-3191, 
vgl. Beispiel 1) an ein Fragment (in Figur 4 als 
M V2" bezeichnet) der cDNA des Patatin-Gens B3 3 . pie; 



cDNA enthalt die in Ausfuhrungsbeispietf r 3 -£Sr^aftri€^ ^/sU^S* 1 
Signalsequenz zur Aufnahme in das ER uritf v zurr • fi&.i& r i '''[ 
terleitung in die Vacuole; die Codierfegiori istHje-r' v, > > : 
doch nicht durch ein Intron unterbrochen (Rosahl et 
al. f Mol Gen Genet (1986) 203, 214-220; nt 724- 
903/1293-1399, Sequenz stammt aus pcT58, (Zahlurig • " 

nach pgT5)). Proteine, die ein derartiges Signal- 
peptid besitzen, werden zunachst in das ER ' ^Ufge-: , -a : 
nommen und dann in die Vacuole transport iert KT, f« v : '£ ■. v^rS : 



■:0 



Das Fragment C enthalt das Polyadenyliisruhgssign^l, 

des Gens 3 (Octopin-Synthase Gen aus Agrobacterium 

tumefaciens) der T-DNA des Ti-Plasmids pTiAch 5 

(Gielen et al., EMBO J (1984) 3, 835-846), also'Sfie ;^-\« 

Nucleotide 11749 - 11939, welches als Pvu II-Hind 

III Fragment aus dem Plasmid pAGV 40 (Herrera^; 

Estrella et al., Nature (1983) 303, 209-213,) , aspf ^ - 

liert worden ist und nach Addition von Sph I** Lxnv . ■« ?:< 

;• . i •;■ r % ?et **' ■ 
kern an die Pvu II-Schnittstelle zwischen die Sphl- 
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und die Hind Ill-Schnittstelle des • ;Polylin£ei^^ 
pBinl9-Hyg cloniert worden ist. 

Das Plasmid pB33v2ftf hat eine GroBe von ca. 14 kb. 

Das Konstrukt B33v2ftf wurde in Kartof f elpf lanzen 
eingebracht. Aus transformierten Zellen wurden in- 
takte Pf lanzen regeneriert. Die Analyse der Knollen 
einer Reihe von mit diesem Gen transformierten 
Pf lanzen zeigte eindeutig das Vorkommen von Inulin, 
was auf die Expression des erf indungsgemaBen Gens 
zuruckzufiihren ist. " 4 -K^;. 

v ' f 

Ausfuhruncrsbeispiel 5 ! 
Nachweis des gebildeten Inulins 

Knollenmaterial wurde in 100 mM Natriumace^a^yj;/ vi£0 ] 
pH 5,6 in Gegenwart von unloslichem Polyvinylpyrro- iT f , 
lidon (1 ml/100 mg Material) homogenis ier t -3 0 --minf \ ;4&>> • 
bei 65°C inkubiert und anschlieBend bei 65°C fil- 
triert. 15 ml Homogenat wurden mit 15 ^1' :RNAseVA; 
(1 mg/ml) und 15 /xl DNAse (10 mg/ml) 3 0 min bei 
37 °C, anschlieBend mit 20 jil Proteinases (20* mg/ml) 
30 min bei 60°C inkubiert. • Inulin.iwurdenaus^d^ 
mogenat durch Einstellen auf • 80%-.TEttaanofcti^ 
und abzentri f ugiert . Das Sediments wurde £ inr 5 ( 0##i - V $/V 
Wasser bei 75*C gelost und nochmals mit 80% Ethanoly : ^^ ir 
gefallt. Das Sediment wurde dann in 30 /ul Wasser 
bei 75°C gelost, 4 ul der Losung wurden durin- 
schichtchromatographisch analysiert beziehungsweise 
fur 15 min mit einem OberschuB an Endoinulinase bei 
56 °C behandelt. <; :i ^^^^'^^^ ■ 

Transformations- und Regenerationsprotokbll ■ A f ur; , 
Kartoffel ^ ; 
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Die Kartoffel wurden gemaB (Potrykus I.-, Spangen^A|*^ •> 
berg G. (Hrsg.), 1995, "Genetransf er to plants"/ 
Dietze J., Blau A., Willmitzer L. # "A Bacteria Me- 
diated Transformation of Potato", Springer Lab Ma- 
nual, Seite 24-39) transf ormiert und regeneriert, 

Aufarbeitung und Gewinnung des gebildeten Inulins 

Kartof felknollen werden gewaschen und dann mit ei- 
ner Reibe (zum Beispiel von der Firma Nivoba) zu 
Reibsel zerkleinert. Die Reibsel werden dann mit 
einem Wasserstrom uber Hydrozyklone geleitet und w xCy 
dabei in Pulpe-, Feststoff- und Fruchtwasser-Frak- 
tionen aufgeteilt. Die im wesentlichen ausInulinH^ 
bestehende Feststof f-Fraktion wird durch Waschen 
mit Wasser gereinigt und getrocknet. . 
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Anspriiche 



1. Modifiziertes Fructosyltransferasegen, in dem 
der aminoterminale Bereich eines Fructosyltrans- 
ferasegens durch zumindest einen Bereich eines Pa- 
tatin-Gens ersetzt ist und das ein Protein mit der 
biologischen Aktivitat einer Inulinsucrase codiert. 

2. Modifiziertes Fructosyltransf erasegen nach An- 
spruch 1, vobei der Bereich eines Patatin-Gens des- 
sen aminoterminaler Bereich ist, 

3. Modifiziertes Fructosyltransf erasegen nach An- 
spruch 1 oder 2, wobei das Patatin-Gen aus der ?: ;Kar^ i , 
toff el stammt. 

4. Modifiziertes Fructosyltransferasegen nach eiri^m^: 
der Anspruche 1 bis 3, wobei das Patatih-Gen "das! IP. 
B-33-Gen ist, 

5. Modifiziertes Fructosyltransferasegen nach einem 
der Anspruche 1 bis 4, wobei der aminoterminale Be- 
reich des Patatin-Gens eine ein Signalpeptid codie-r- 
rende Signalsequenz ist. ^ 

6 . Modifiziertes Fructosyltransferasegen ^ 
der Anspruche 1 bis 5, wobei die Signalsequenz pelh 
Signalpeptid zur Aufnahme des Gens in das endoplas- 
matische Retikulum einer eukaryontischen Zelle co- 
diert. . . /. 
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7. Modif iziertes Fructosyltransf erasegen nactT ein*SP ******* 
der Anspriiche 1 bis 6, vobei die Signalsequenz ein 
Signalpeptid zur Aufnahme des Gens in das endoplas- 
matische Retikulum einer eukaryontischen Zelle und 

zur Weiterleitung an die Vacuole codiert. 

8. Modif iziertes Fructosyltransf erasegen nach einem 
der Anspriiche 1 bis 7, wobei die Signalsequenz die 
erweiterte Signalsequenz eines Patatingens aus Kar- 
toffel, insbesondere die 60 aminoterminalen Ami- 
nosauren des vom Patatin-B33-Gen codierten Propep- 
tids, umfaBt. 

9. Modif iziertes Fructosyltransf erasegen nach eineriT*" 
der Anspriiche 1 bis 8, wobei stromabwarts (3 1 ) vom 
Bereich des Patatin-Gens und stromauf warts (5> ) V&$iw - r ' 
verkiirzten Fructosyltransf erasegen Sequenzeri Yeines; ■< : 'i '\t^i 
anderen Gens liegen. 1 « :> - :^ tin.^' V : 

• ■ • ' ■:• ;.b^>\?. :>in : *; / 

10. Modif iziertes Fructosyltransferasegen nach ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 9, wobei das andere Gen das; 
lacZ-Gen aus Escherichia coli oder das Carboxypep- : ; ■ ' 
tidase-Y-Gen ist. 

11. Modif iziertes Fructosyltransf erasegen- onach ei^ ^ : ^.,!J< < 
nem der Anspriiche 1 bis 10, wobei der ^arainoiermirr* 0: \;*V^>3 ' 
nale Bereich des lacZ-Gens die aminoterminalen Ami- 
nosauren 21 bis 30 der 6-Galactosidase codiert. 



'-t-2 j^* J ?* ; 
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12 . Modif iziertes Fructosyltransf erasegen ... nacli ; /eirt 4*£<- 
nem der Anspriiche 1 bis 11 , vobei das Fructosyl- 
transf erasegen aus Streptococcus mutans stammt. 

13. Modif iziertes Fructosyltransf erasegen nach ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 12, wobei der zu ersetzende 
aminoterminale Bereich des Fructosyltransf erasegens 
dessen Signalpeptid codierende Sequenz ist. 

14. Vektor, enthaltend ein modif iziertes Fructo- 
syltransf erasegen, nach einem der Anspriiche 1 bis 
13. 

15. Vektor nach Anspruch 14, enthaltend ein modi-* 
fiziertes Fructosyltransf erasegen, nach einem der 
Anspriiche 1 bis 13, das unter der Kontrolle eines^; ^ 4 
in Pflanzen aktiven Promoters, i nsbesondere * . 
organspezifischen Promotors, stehtv: ; c= fec&v 

16. Vektor nach einem der Anspriiche 14 oder 15, wo- 
bei der Promotor der B33-Promotor des Patatin-B33- 
Gens aus Kartoffel ist. r f fel 

17. Vektor nach einem der Anspriiche 14 bis .16-. .wo-^ - i 
bei der 3 1 -Terminus des modifizie^ 

transf erasegens nach einem der Anspriiche i\ -bisi/iV^'^B^ 
an ein Transcriptionsterminationssignal ; . insbeson^ ; * 
dere eine Polyadenylierungsstelle des nos-Gens, fuV 
sioniert ist. 

18. Plasmide pB33cftf, pB33aftf, pB33vlftf urid 
pB33v2ftf . . \ 

19. Zelle, enthaltend einen Vektor > ^inavPlasniiic^ ? 

"■ '* J ,^t;>— * 

oder ein modif iziertes Fructosyltransf erasegen nach 
einem der Anspriiche 1 bis 18. 



-26- 

' * i 

• "~ ' - ! » ! 
'' . ' ti*. 

* u < 

; 

20. Zelle nach Anspruch 19, die eine Bakterisri- 
oder Pflanzenzelle, insbesondere eine Mais-, Reis-, 
Weizen-, Gersten-, Zuckerruben-, Zuckerrohr- oder 
Kartof felpf lanzenzelle ist. 

21. Pflanze, entbaltend mindestens eine Zelle nach 
Anspruch 20, insbesondere eine Mais-, Reis-, Wei- 
zen-, Gersten-, Zuckerruben- , Zuckerrohr- oder Kar- 
tof felpf lanze . 

22. Samen und Friichte einer Pflanze nach Anspruch 
21. 

23. Verfahren zur Herstellung einer gentechnisch 
veranderten Inulin erzeugenden Pflanze, umfassend 

a) die Transformation einer oder ihehrerer; 
Pflanzenzellen mit einem Vektor oder s v piasmid 
nach einem der Anspruche 14 bis 18, r . 

b) die Integration des in den Vektoren oder 
Plasmiden enthaltenen modif izierten Fructosyl- 
transferasegens in das Genom der trans formier- 
ten Zelle (n), und - ^ MX : i* 

c) die Regeneration von intakten, hochmolekular 
res Inulin erzeugenden Pflanzen. 

24. Hochmolekulares Inulin mit einem Molekularge- 
wicht von mehr als 1,5 Mio. Dal ton, erhaltlich aus 
einer Pflanze nach Anspruch 21. 

25. Verfahren zur Gewinnung von hochmolektilareihT 
Inulin, wobei dieses aus Pflanzen gemaB i^nsprujgfe 
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21 , insbesondere deren Vacuolen, isoliert lind auf- 
gereinigt wird. 

26. Verwendung des die 60 aminoterminalen Amino- 
sauren des Patatin-B3 3-Propeptids aufweisenden Pep- 
tids Oder der dieses Peptid codierenden DNA-Sequen- 
zen zuro Transport eines Genproduktes in eine 
pflanzliche Vacuole. 
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Fig. 5 

Northern blot Analyse der Gehalte an fif mRNA Jn 
ausgewahlten Transformanden der Linien B33cftf, 
B33aftf, B33v1ftf und B33v2ftf. C; Kontroll-RN/Pdier 
untransformlerten Ausgangslinie 
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